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Decarboxyllerungsprodukt Brenztraubansfiure werden dann mit efnem geelgneten Oxydatlonsmittel, vorzugsweise oinem 
I6sl(chen SqIz elner Helogensauerstoftsaure mil odar ohne Katalysator in Oxalat Oberfuhrt. 
Dieses wird oxydativ zersetzt und die dabai auhretende Photonenemission reglstriert. 


Citratlynsc 
C i t r a t »» Acctot + Oxalacetat 


-CO 


2 

Py r uv a t 


0 x y (J o t o r 


Oxalnt 


0 x y d a t o r 


chom i 1 wini nome t r i s die 
Cos t iinmun g 

Die Menge der emittierten Photonen stent In direktem Zusammenhang mit der Citratkonzentration. Schwertdstlche Citrate bzw. 
organische Citronensfiurederivate mflssen entsprechend aufgeschlossen werden. Je nach Empfindlichkeit des Photomultipliera 
im verwendeten Luminometer lassen sich dabei Citratkonzentrationen im umol- bis nmol-Beretch erfassen. Die 
chemiluminometrische Messung erfolgt Im Temperaturbereich von 20 bis 60°C, vorzugsweise bei Zlmmertemperatur. 
Besondere VorzUge des Verfahrens sind: 

1 . hohe Sensitivity durch das angewendete LumineszenzmeBprinzip 

2. hohe Spezifitat bedingt durch den enzymatischen Teilsr.hritt mittels Citratiyase 

3. groBo Anwendungsbreite 

4. grfiBere Wirtechaftlichkeit Im Verglelch zum elnzig fihnlich aensltlven vollenzymatlschen Verfahren {vgl. Pkt.3. bel 
Charakterlstik dea bekannten Standes der Technlk) durch Einsparung der Enzyme Malatdehydrogenase, Lactatdehydrogenase 
bzw. des Coenzyme N ADH 

5. energleintensive Varf ahrensschrltte (Erhltzen, Elnengen, Destillleren) entfallen 


AuifQhrungsbelsplel 

Alle Messungen erf olgten an einem LKB-Lumlnometer 1 250. 
Beliplel 1 

Bestimmung des Gehaltes elner wfiBrlgenCitronensfiurelttsung im Bareich von 1-100mg/l. 
Probenvorbereitung: 

Es werden 500mI ProbeI6sung und 500ul Glycylglyclnpuffer (pH ~ 7,8) gemlschi und mit 20\i\ Citrallyase (5mg Protein/ml; 
Boehringer-Mannhelm-GmbH, Best.-Nr.354074| 10mln inkubiert. Danach erfolgt die Zugabe von 500pl Oxydator (lOg 
Natriumchlorat und lOOmg Osmiumtetroxld auf 100ml bidest. Wasser), welchen man eine Stunde bei Raumtemoeratur 
einwfrken IflBt und dann 100 pi 10n HCI zusetzt. 

Von der so vorboreiteten Probelosung werden 100ul In die MeBkammer des Lumlnometers doslert, welche 1 ml der folgenden 
Roagenzlftsung enthfllt: 10g Bis{Cyclohexyl)carbodiimld, 500mg 9,10-Dlphenylanthri»cen und 2ml 30%lges H 2 0, In 20 ml 
absolutem Ethanol. Gleichzeitlg wlrd die Messung der Photonenemission gestartet. Aus dam Qber die ersten zwef Sekunden 
integrierten MeBwert erhfilt man durch elne unter analogen Bedingungen aufgestellte Eichkurve (10, 20, 40, 60. 80, 10Omg/l 
Cilronensfiure) den Citratgehalt der Probe. 

B*i:ple1 2 

Bestimmung des Citratgehaltes elnes Fruchtsaftes 

Die Probenvorbereitung erfolgt analog Bsp. 1. Die '<eagenzl6sung fQr die lumlnometrische Besiimmung wlrd wle folgt 

zusammengestellt: 

5gN-Cyclohexyl-N'*3-tfimethylamm 

SOj)", 500 mg Brillantsulfoflavin und 6m! 30%lgea H,0, warden In 50ml bidest. Wasser gelost. Ei werden 100 pi Probenlftsung 
zu einem Mililiter Reagenzl6sung in die MeQkr/nmer des Lumlnometeri dosfert, bel slmultaner Meosung der Photonenemission 
Ober die ersten 2 Sekunden. Zur Ermittlung dar citratunspexifischen Emission (Elgengehalt der Proba an Oxalat) werden 1 0Oul 
analog vorberehete Probenlflsung ohne Citratlyssezusatz elngesetzt. Die Differenz dor belden MeO ' /one erglbt den Elgengehalt 
der Probe an Cilrat, welcher elnef entsprechend aufgestellten Eichkurve aus wAQrlger Cltratlosu. \g «ntnommen werden kann. 


